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“A menos que modifiquemos à nossa maneira de pensar, não seremos 
capazes de resolver os problemas causados pela forma como nos 
acostumamos a ver o mundo”. (Albert Einstein) 
 
   
RESUMO 
 
O número de acidentes escorpiônicos no Brasil vem crescendo drasticamente nos 
últimos anos, especialmente, com o Tityus bahiensis (Tb) e Tityus serrulatus (Ts). 
Entretanto, há poucos estudos sobre o efeito dos venenos destas espécies em 
diferentes células, incluindo as plaquetas. Sendo assim, decidimos investigar os 
efeitos dos venenos de Tb e Ts em plaquetas de ratos. O presente trabalho foi 
aprovado pela Comissão de Ética em Pesquisa Animal da Unicamp. Foram utilizados 
ratos Wistar machos e, após a coleta de sangue, as plaquetas lavadas foram 
estimuladas com ADP (5µM) ou trombina (200mU/ml), na presença, ou não, de 
concentrações crescentes dos venenos de T. serrulatus (1 - 100µg/ml) e T. bahiensis 
(3 - 300µg/ml) incubadas com plaquetas por intervalos de tempo de 5 - 30min. 
Também foi avaliada a mobilização de cálcio em plaquetas incubadas com Fluo-3Am. 
Os níveis intraplaquetários de AMPc, GMPc e tromboxano A2 (TXA2) foram 
quantificados pelo método de Elisa. A viabilidade plaquetária foi avaliada por ensaios 
com MTT. Os níveis de EROs intraplaquetários foram determinados por citometria de 
fluxo e a fosforilação de c-Src por Western blotting. A inibição da agregação 
plaquetária por Tb e Ts foi dependente da dose dos venenos e do tempo de incubação. 
A agregação induzida pelo ADP foi abolida com a incubação do veneno de Ts 100 
μg/ml por 30 min (93 ± 4% de inibição). Por outro lado, o veneno de Tb inibiu a 
agregação em 63 ± 4 % na concentração de 300 μg/ml e com mesmo tempo de 
incubação. A agregação induzida por trombina foi inibida em 63 ± 4 e 67 ± 2 % após 
30 min de incubação com Tbv (300 μg/ml) e a Tsv (100 μg/ml), respectivamente. O 
efeito inibitório dos venenos na agregação não foi acompanhado pela redução da 
viabilidade das plaquetas. A quantidade de Ca+2 citosólica em plaquetas ativadas por 
ADP ou trombina, bem como a mobilização interna deste íon, não foram modificadas 
pela Tbv ou Tsv, entretanto, o influxo de Ca+2 foi significativamente reduzido. Além 
disso, a inibição da agregação por Ts (100 μg/ml) foi acompanhada por redução na 
síntese de TXA2 em plaquetas ativadas por ADP (redução de 68 ± 2 %). Os níveis de 
AMPc e GMPc, bem como a fosforilação de c-Src não foram modificados pela 
incubação por 15 min da Tbv ou Tsv com plaquetas. Portanto, nossos resultados 
mostram que o efeito inibitório dos venenos de Tb e Ts na agregação plaquetária 
independe da produção de EROs, AMPc ou GMPc e, da fosforilação de c-Src. 
Provavelmente, parte do efeito inibitório da Tsv é decorrente da inibição da síntese de 
TXA2 em plaquetas. A redução do influxo de Ca+2 em plaquetas ativadas, por ADP ou 
trombina, é uma via comum da Tbv e Tsv, indicando que este efeito tem um papel 
importante na inibição da agregação por ambos os venenos. 
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ABSTRACT 
 
The number of scorpion accidents in Brazil has been growing drastically in the last 
years, specially, with Tityus bahiensis (Tb) and Tityus serrulatus (Ts). However, there 
are only few studies on the effect of the venoms from these scorpions in different cells, 
including platelets. Thus, we decided to investigate the effects of Tb and Ts venoms 
on rat platelets. The present study was approved by the Ethical Principles in Animal 
Research adopted by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). Male 
Wistar rats were used and, after blood collection, washed platelets were stimulated 
with ADP (5 µM) or thrombin (200mU / ml), in the presence or not of increasing 
concentrations of T. serrulatus (1 - 100µg/ml) or T. bahiensis (3 - 300µg/ml) venoms, 
incubated with platelets for 5 – 30 min. We also determined the mobilization of calcium 
ion in platelets incubated with the Fluo-3-Am marker. The cAMP, cGMP and the 
thromboxane A2 (TXA2) levels were quantified by the Elisa method. In addition, the 
platelets viability was determined by MTT assays, the ROS levels by flow cytometry 
and the phosphorylation of cSrc by the western blotting technique. The inhibition of 
platelet aggregation by Tbv and Tsv was dose- and incubation time-dependent. ADP-
induced aggregation was abolished by the incubation of Tsv (100 µg/ml) for 30 min 
with platelets (93 ± 4 % of inhibition). On the other hand, Tbv inhibited the aggregation 
by 63 ± 4 % at the concentration of 300 µg/ml incubated with platelets for the same 
time. Thrombin-induced aggregation was inhibited by 63 ± 4 and 67 ± 2 % after 30 min 
of platelets incubation with Tbv (300 µg/ml) and Tsv (100 µg/ml), respectively. The 
inhibitory effect of the venoms was not accompanied by the reduction on platelet 
viability.  The total cytosolic Ca+2 concentrations in ADP- or thrombin-activated 
platelets, as well as the internal mobilization of this ion, were not modified by Tbv or 
Tsv, however, the Ca+2 influx was significantly reduced. Furthermore, the inhibition of 
aggregation by Tsv (100 µg/ml) was accompanied by the TXA2 synthesis reduction in 
ADP-activated platelets (reduction of 68 ± 2%). The cAMP and cGMP levels, as well 
as the c-Src phosphorylation, were not modified by the incubation of Tbv or Tsv for 15 
min with platelets.  Therefore, our results show that the inhibitory effect of Tb and Ts 
venoms on platelet aggregation is independent on ROS, cAMP and cGMP production 
or c-Src phosphorylation. Probably, the inhibitory effect of Tsv is, partially, due the 
reduction of TXA2 synthesis in platelets. Reduction of Ca+2 influx in ADP- or thrombin 
activated platelets is a common pathway on Tbv and Tsv effect, indicating an important 
role for this event in inhibiting aggregation by both venoms. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 Escorpiões 
  
 Os escorpiões são artrópodes quelicerados (filo Arthropoda, subfilo 
Chelicerata, classe Arachnida, ordem Scorpionida), incluídos entre a classe dos 
aracnídeos (1). São os artrópodes mais antigos na terra e podem ser divididos 
filogenicamente em 18 famílias distintas (2). Sendo as mais mortais pertencentes à 
família Buthidae (3). 
 
 A família Buthidae compreende cerca de 100 gêneros diferentes (alguns 
atualmente extintos) e mais de 1.000 espécies, correspondendo a 50% de todos os 
escorpiões atualmente conhecidos (4). Dentro da família Buthidae as principais 
espécies consideradas potencialmente perigosas aos humanos, incluem as espécies 
do gênero Tityus, no qual estão todos os escorpiões de importância médica do Brasil 
(5). Embora existam 54 espécies de Tityus sp. no país, as espécies de maior 
relevância clínica, são principalmente T. bahiensis (escorpião-marrom), T. serrulatus 
(escorpião-amarelo, figura 1), T. obscurus (escorpião preto da Amazônia) e T. 
stigmurus (escorpião amarelo do Nordeste), sendo T. obscurus também conhecido 
como T. cambridgei ou T. paraensis (6-7). 
 
Figura 1: Escorpiões de importância médica, estudados no presente trabalho.  
(A) Tityus bahiensis, (B) Tityus serrulatus. Fonte: Fiocruz/biossegurança. 
  
 Os acidentes com animais peçonhentos são relativamente comuns em países 
tropicais e subtropicais, podendo causar envenenamento letal em humanos, 
principalmente em crianças. Os animais do gênero Tityus são naturalmente habitantes 
A B 
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do cerrado e de campos abertos, no entanto conseguem se adaptar satisfatoriamente 
à vida domiciliar urbana (8). 
 
 A ocorrência de acidente por escorpiões tem se elevado nos últimos anos. No 
ano de 2017 o SINAN (Sistema de Informação de Notificação de Agravos, MS) 
registrou 184.144 mil acidentes por animais peçonhentos, sendo que dentre estes 
123.964 foram decorrentes de animais do tipo escorpião. Dentre os acidentes por 
animais peçonhentos, o envenenamento por este tipo de artrópode, é o de maior 
incidência no Brasil (9). Dados recentes (até 2017) demonstram um aumento 
significativo no número destes casos (figura 2). Estima-se que mais de um milhão de 
picadas de escorpiões, com aproximadamente 3mil mortes, ocorram todos os anos 
em áreas endêmicas (5). 
 
 
Figura 2: Dados epidemiológicos de acidentes com animais peçonhentos no Brasil 
(2010-2017). Fonte: Adaptado, SINAN, MS. 
 
 Ainda no ano de 2017, o CIATOx (Centro de Informação a Assistência 
Toxicológica de Campinas), que pertence a UNICAMP, mas que atua como centro de 
referência para cerca de 90 municípios do estado de São Paulo, notificou 4.511 
(19,4%) casos de mordida/picada/contato por animais peçonhentos (10). Cerca de 
70% dos casos de acidente por escorpião ocorrem dentro de áreas urbanas ou em 
torno de residências e em sua maioria, em indivíduos entre 20 e 49 anos de idade 
(11). No ano de 2016 foram notificados 275 óbitos decorrentes de acidentes 
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envolvendo animais peçonhentos, destes 115 foram atribuídos aos animais tipo 
escorpião (9). 
 
 Na região sudeste, o estado de São Paulo ocupa a segunda posição em 
ocorrências de acidentes por animais peçonhentos. Em 2017 foram registrados 
21.161 mil, acidentes por animais peçonhentos do tipo escorpião no estado (9). Um 
estudo retrospectivo (1994 à 2011) no Hospital das Clínicas da Unicamp, notificou 
1.237 pacientes atendido por acidentes escorpiônico, destes, 27,77 % atribuídos ao 
T. bahiensis e 19,5 % ao T. serrulatus (12).  
 
 O primeiro escorpião brasileiro descrito, foi o Tityus bahiensis, em 1833 por 
Perty. Sua distribuição original, incluía todo o território brasileiro, exceto Bahia. Hoje 
sabe-se que sua distribuição geográfica inclui os estados de Minas Gerais, São Paulo, 
Paraná e parte do Mato Grosso do Sul. Morfologicamente, T. bahiensis é bem 
conhecido, escorpião de tamanho médio, variando entre 5 - 7 cm de comprimento, 
coloração geral marrom-escura com pernas avermelhadas (4). Esta espécie 
apresenta distinção entre machos e fêmeas, as quais podem gerar até 20 filhotes a 
cada ninhada (13).  
 
 O Tityus serrulatus, foi descrito apenas em 1922, por Lutz e Mello, era retrato, 
como escorpião amarelo “matador de homens” (4). T. serrulatus pode atingir cerca de 
7 cm de comprimento. As fêmeas são capazes de se auto reproduzir (partenogênese), 
sem a necessidade da fecundação com gameta masculino (14). Essa espécie é 
conhecida como oportunista, visto, que se adapta muito bem em ambientes 
modificados pela ação do homem, como áreas de expansão humana e falta de coleta 
de lixo (15,16). Atualmente sabe-se que sua distribuição geográfica inclui Minas-
Gerais, São Paulo, Espirito-Santos, Rio de Janeiro, Paraná e parte da região centro-
oeste (13). 
 
 De modo geral, durante a picada, os escorpiões são capazes de injetar entre 
0,1 e 0,9 µl de veneno em suas vítimas (17), sendo este volume, cerca de mil vezes 
menor que o volume injetado por uma picada de serpente. A dose letal 50 em T. 
bahiensis é 1,062 mg/kg e para T. serrulatus é 1,160 mg/kg (18). 
 
  
20 
 
1.2 Venenos de Tityus bahiensis e Tityus serrulatus   
 
 Animais peçonhentos são aqueles que possuem um aparato próprio para 
inoculação da substância tóxica (a peçonha), a qual é produzida por um conjunto de 
células ou por um órgão secretório apropriado, que se liga a um dispositivo (ferrão, 
presa, télson, dente, etc.), ou seja, possuem um aparato que permite injetar sua 
peçonha no organismo do outro animal (1). 
 
 Os escorpiões inoculam o veneno pelo ferrão, para captura de suas presas e 
também como mecanismo de defesa (19), sendo assim considerados animais 
peçonhentos. A gravidade do acidente, depende de fatores como: a localização 
geográfica do escorpião, a espécie e tamanho do escorpião, a dieta pré-específica do 
animal, a quantidade de veneno inoculado, massa corporal e idade do indivíduo 
(crianças menores de 7 anos são mais susceptíveis), além da sensibilidade do 
paciente ao veneno (8- 20-21-22). 
 
 A peçonha de escorpião é geralmente obtida por estimulação elétrica do télson 
do animal. Para realização da técnica, é utilizada uma pinça para segurar o animal e 
uma ponta de metal, que libera uma descarga elétrica (12 v) (1). O simples contato da 
ponta de metal na membrana entre o télson, estimula a liberação da peçonha pelo 
aguilhão. A peçonha é opaca, com aspecto leitoso e constituída por uma mistura muito 
complexa de muco insolúvel, componentes de baixo peso molecular (aminoácidos, 
histamina, enzimas diversas, sais) e muitas proteínas básicas neurotóxicas, que 
conferem múltiplas ações ao veneno (23-14-24-1).  
 
 Os venenos dos escorpiões do gênero Tityus sp. podem ser divididas 
sistematicamente em três grandes grupos, (A) porção não enzimática, (B) porção 
enzimática e (C) outros componentes celulares (25-26). A porção não enzimática 
compreende aos peptídeos, que por sua vez, são subdivididos em: (A1) peptídeos 
com ponte de dissulfeto (DBP’s -  inglês disulfite-bridged peptides) e (A2) peptídeos 
sem ponte de dissulfeto (NDBP’s - inglês non-disulfite-bridged peptides), um grupo 
dentro do arsenal dos peptídeos, que exibem atividades multifuncionais (27-28) (figura 
3). 
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Figura 3: Esquema didático de divisão sistemática da composição dos venenos de 
escorpiões.  
 
 Segundo MARCUSSI e colaboradores (1), são conhecidas dez famílias de 
peptídeos e proteínas escorpiônicas do tipo DBP’s, incluem: [1] toxinas ligadas a 
canais de potássio (K+), [2] toxinas que agem canais de cálcio (Ca+2), [3] toxinas que 
agem em canais de íons sódio (Na+) e [4] toxinas que atuam nos canais de íons cloro 
(Cl-). A interação com a maioria destes canais, por sua vez, leva à liberação de 
neurotransmissores, em grandes quantidades no sistema nervoso central ou 
autonômico (29-30), ou ainda, podem promover o bloqueio da passagem de alguns 
íons (31). 
 
 As toxinas escorpiônicas que atuam em canais de Na+ são os polipeptídios 
tóxicos mais reativos presentes na peçonha de Tityus bahiensis (12,93 %) e T. 
serrulatus (16 %), são as principais responsáveis pelos efeitos neurotóxicos do 
envenenamento escorpiônico (32-33). 
 
 Os peptídeos sem ponte de dissulfeto (NDBP’s), possuem diversas atividades 
biológicas como antimicrobiana, hemolítica, iniciação da sinalização celular, 
modulação da resposta imune e potenciadores de bradicinina (28-34). 
 
 Como dito, além da porção que agem em canais iônicos, os venenos de 
escorpião possuem a parte enzimática, tais como hialuronidases, metaloproteinases 
e proteases (35-36-25-37). As enzimas hialuronidases são responsáveis pela 
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dispersão do veneno pelos tecidos das vítimas (14), compreende à 2,29 % da toxina 
de T. bahiensis e 0,38 % na peçonha de T. serrulatus no estado bruto (32-38). As 
metaloproteinases, envolvem as enzimas proteolíticas, dependentes de um íon 
divalente, geralmente o zinco (Zn+2), atuam na diferenciação e remodelação da matriz 
extracelular (32). Durante o envenenamento por serpentes, onde as 
metaloproteinases, são as maiores protagonistas, estas são responsáveis pelas 
alterações no sistema hemostático e por causar hemorragias locais e sistêmicas (39-
40). 
 
 FLETCHER e colaboradores, descreveram pela primeira vez, a presença de 
metaloproteinases dependente de Zn+2 em T. serrulatus (25). Recentemente CARMO 
e colaborados, caracterizaram dez tipos, desta enzima em Ts e ainda mostraram ação 
proteolítica em ensaios com fibrinogênio (41). Na peçonha de T. bahiensis, também 
foi descrita a presença de metaloproteinases, correspondendo à 32,7 % da toxina 
bruta de Tb (32). Na figura 4 pode-se observar as transcrições venômicas das 
peçonhas de Tityus bahiensis e Tityus serrulatus. 
 
 
 
A - T. bahiensis 
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Figura 4: Transcrições venômicas de (A) Tityus bahiensis e (B) Tityus serrulatus, 
realizadas, respectivamente por OLIVEIRA e colaboradores (32) e ALVARENGA e 
colaboradores (33) (adaptados). Legenda: AMP: peptídeo antimicrobiano, NTxP: 
proteína não tóxica, NaTx/NaT: fração de toxina que atua em canal de sódio, KTx/KT: 
fração de toxina que atua em canal de potássio. 
 
1.3 Envenenamento Escorpiônico e Resposta Inflamatória 
 
 A inflamação desempenha um papel fundamental no desencadeamento e 
promoção da lesão dos tecidos. A ativação de citocinas, substâncias vasoativas entre 
outros componentes, são importantes na fisiopatologia do envenenamento, pois são 
moléculas responsáveis por algumas manifestações inflamatórias sistêmicas e 
falência de órgãos (41-43-44). 
 
 O envenenamento escorpiônico, também chamado de escorpionismo, consiste 
no quadro de intoxicação humana causada pelo veneno de escorpião. Os sintomas 
do envenenamento começam em alguns minutos após a ferroada e geralmente 
progridem ao ápice em 5 horas (42). A dor é o sintoma sempre presente (45). 
  
 Na maioria dos casos, o envenenamento escorpiônico não leva a morte e pode 
ser agrupada em três fases (dependendo da gravidade da intoxicação). A fase I, é 
caracterizada por dor intensa na maioria das vezes, seguida de agitação, febre, suor, 
B - T. serrulatus  
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náuseas e flutuações da pressão sanguínea. Em casos moderados (5 - 10 %) na fase 
II, se apresenta sinais caracterizados por sudorese, vômitos, cólicas, diarreia, 
hipotensão, bradicardia, obstrução pulmonar e dispneia. E a fase III, considerada a 
mais perigosa, se caracteriza por complicações respiratórias, como, edema pulmonar, 
broncoespasmo, associado com hipertermia, arritmia cardíaca, isquemia do miocárdio 
e distúrbios de coagulação (5-12-46-47). 
 IBISTER e BAWASKAR (48), ressaltaram a importância clínica do 
envenenamento por picada de escorpião, visto que, embora a maioria das picadas 
resultem apenas em efeitos locais, os envenenamentos graves provocam atividades 
autonômicas excessivas e efeitos tóxicos nos sistemas cardiovascular e 
neuromuscular, resultando em mortes, na maioria das vezes de crianças. 
 Na revisão realizada por PETRICEVICH (42), foi demostrado que os 
mediadores que ativam os processos inflamatórios podem ser liberados após o 
envenenamento por escorpião, incluindo citocinas, eicosanóides, fator ativador de 
plaquetas e óxido nítrico. A liberação de citocinas e outros mediadores podem ser 
responsáveis por várias manifestações inflamatórias observadas, tais como a 
síndrome da angústia respiratória aguda e a síndrome da resposta inflamatória 
sistêmica (SIRS - inglês Systemic Inflammatory Response Sindrome) (42-49). 
1.4 Plaquetas e Resposta Inflamatória 
 As plaquetas são células anucleadas que possuem de 2 - 3 µm de diâmetro, 
originadas dos megacariócitos. Estas células permanecem na circulação por volta de 
10 dias, sendo retiradas pelas células reticuloendoteliais do baço e fígado. A 
concentração em sangue venoso é de 150.000 - 350. 000 plaquetas/µl de sangue 
(50). Ainda que, as plaquetas sejam anucleadas, essas células possuem várias 
organelas comuns a outras células, tais como mitocôndrias, ribossomos, microtúbulos 
e grânulos (51).  
 Além disso, as plaquetas possuem grânulos, denominados de alfa e densos, 
que armazenam inúmeras substâncias como fator de von Willebrand (vWF), fator de 
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de coagulação e inibidor do ativador 
plasminogênio alfa, trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de adenosina (ADP) e 
serotonina (52). Outra estrutura importante presente nas plaquetas, é o sistema 
  
25 
 
tubular denso (STD), onde ocorre o armazenamento dos íons cálcio. Esta estrutura é 
regulada por uma série de moléculas mensageiras produzidas durante a ativação 
plaquetária (53). 
 
 Para que ocorra a ativação plaquetária, agonistas ligam - se a seus receptores 
e desencadeiam uma séria de reações intraplaquetárias. Dentre os agonistas 
podemos citar, substâncias como ADP, tromboxano (TXA2), trombina, que se ligam à 
receptores específicos, na sua maioria acoplados à proteína G e iniciam a ativação 
plaquetária resultando a ativação da integrina aIIbb3, receptor de fibrinogênio (54). A 
trombina é o agonista plaquetário mais potente, sendo capaz de ativar plaquetas em 
concentrações de nM (55).  
 O agonista ADP embora seja considerado um agonista fraco, exerce uma 
função notável na agregação plaquetária, visto que, uma vez secretado dos grânulos 
densos, amplifica a ativação induzida por outros agonistas (56). Para que ocorra a 
ativação plena das plaquetas, o ADP deve interagir com os receptores P2Y1 e P2Y12. 
O receptor P2Y1 encontra-se acoplado à proteína Gq, a medida que o receptor P2Y12 
esta acoplado à proteína Gi (54-57-58). (Figura 5) 
 A ligação do ADP ao receptor P2Y1 leva à ativação da enzima fosfolipase C 
(PLC), que converte o fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) da membrana plasmática em 
trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 liga-se em receptores 
específicos (IP3R) no sistema tubular denso, promovendo a liberação de cálcio das 
reservas intracelulares o que leva, consequentemente, ao influxo de cálcio. O DAG, 
por sua vez, promove a ativação da proteína quinase C (PKC). O aumento de Ca+2 
citosólico e a ativação da PKC promovem a ativação da enzima fosfolipase A2 (PLA2), 
que cliva fosfolípides de membrana e libera o ácido araquidônico (AA). O AA é 
metabolizado pela cicloxigenase (COX) em prostaglandina G2 (PGG2) e 
prostaglandina H2 (PGH2), a qual é metabolizada pela tromboxano sintase em TXA2, 
que também, ao lado do ADP, amplifica a ativação plaquetária induzida por outros 
agonistas (54-59). 
 A ligação do ADP ao receptor P2Y12 leva à inibição da enzima adenilil ciclase 
(AC) com consequente diminuição da síntese de AMPc, o que contribui positivamente 
para o processo de ativação plaquetária. Esta via de sinalização também leva à 
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ativação da fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K) com consequente ativação da Akt (60). A 
PI3K é importante para a sustentação da ativação da integrina aIIbb3. A modificação 
de forma do receptor de fibrinogênio promove a ativação das kinases pertencentes à 
família Src (SFK), particularmente a C-Src ligada à unidade β3, que por sua vez, 
também leva a ativação deste receptor (54-61-62-63).  
 
Figura 5: Esquema da ativação plaquetária induzida por ADP. 
 Já as vias de sinalização inibitórias são poucas em números, mas suprimem 
várias etapas na rede de sinalização plaquetária que suportam a ativação. Os 
principais sinais inibitórios são derivados das células endoteliais vasculares, incluindo, 
óxido nítrico (NO) e a prostaciclina (PGI2), que regulam os níveis de nucleotídeos 
cíclicos intracelulares GMPc e AMPc, respectivamente (64) (Figura 6). 
 O NO inibe a atividade plaquetária por mecanismos dependentes e/ou 
independentes de GMPc. O NO ativa a enzima guanilato ciclase solúvel (GCs) ao 
interagir com o domínio N-terminal das subunidades α1 e β1 da enzima, promovendo 
a conversão de guanosina trifosfato (GTP) em GMPc no domínio catalítico C-terminal 
da enzima. O aumento dos níveis de GMPc leva à ativação das quinases dependentes 
de GMPc (PKG) (65).  
 A prostaciclina (PGI 2) é liberada por células endoteliais saudáveis. O receptor 
de prostaciclina nas plaquetas se acopla ao complexo proteico Gs heterotrimérico. 
Resultando na ativação da adenil ciclase (AC) para sintetizar AMPc a partir de ATP. 
O segundo mensageiro AMPc tem apenas um alvo principal nas plaquetas que é a 
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família da proteína quinase dependente de AMPc (PKA) (66).  
 
Figura 6: Mecanismos inibitórios de agregação plaquetária. 
 Em condições fisiológicas normais, as plaquetas em repouso apresentam um 
balanço equilibrado da formação e hidrólise de AMPc e GMPc de forma a alcançar 
níveis intracelulares suficientes para impedir a ativação plaquetária (67).  
 A função básica das plaquetas é impedir a hemorragia causada por lesão nas 
paredes de vasos sanguíneos, formando um tampão hemostático. No entanto, além 
deste papel tradicional na hemóstase e trombose, as plaquetas estão envolvidas na 
patogênese da inflamação e defesa do hospedeiro, sendo cada vez mais 
reconhecidas como células imunomoduladoras (68). Ademais, durante a ativação, as 
plaquetas expressam receptores para quimiocinas e citocinas permitindo-lhes 
participar dos processos inflamatórios (69). De tal maneira, que o quadro de 
trombocitopenia (redução no número de plaquetas) é um forte indicativo do ponto de 
vista negativo, no quadro de resposta inflamatória sistêmica. Tem sido demonstrado 
que, pacientes sépticos com trombocitopenia, coagulopatia e disfunção orgânica, 
progridem com o aumento dos escores de SIRS (70). 
 As plaquetas também aderem aos sítios onde ocorre disfunção endotelial 
liberando diversas substâncias mitogênicas e inflamatórias no microambiente, dentre 
estas a IL-1 e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (71-72). De acordo 
com THOMAS e STOREY, as plaquetas possuem um papel importante na 
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coordenação da inflamação e resposta imune e que a formação dos agregados 
plaquetários juntamente aos leucócitos, regulam positivamente as funções pró-
inflamatórias (73). 
1.5 Plaquetas e Espécies Reativas de Oxigênio 
 As espécies reativas de oxigênio (EROs) compreendem espécies como:  ânion 
superóxido (O2-) e radical hidroxila (OH-) (74). O estresse oxidativo é observado na 
hipertensão, aterosclerose e sepse, é o desequilíbrio a favor do aumento das EROs  
ou da reprodução dos sistemas de defesa antioxidantes (superóxido desmutase -
SOD, catálase - CAT, glutationa-peroxidase - GPx). As EROs desempenham um 
papel importante nas respostas inflamatórias, apoptose e crescimento celular (75-76-
77). Na sepse estas espécies estão diretamente ligadas a disfunção de múltipla de 
órgãos (78). 
 Nas plaquetas, as EROs podem ser geradas pela redução da nicotinamida 
adenina dinucleotídeo fosfato (NADPH) oxidase (79). Já foram descritas 7 isoformas 
de NOX em mamíferos e a isoforma NOX2 é expressa em plaquetas, onde induz a 
produção de ânion superóxido (O2-) (80). Trabalhos tem demostrado que as EROs 
podem ter um papel modulatório na atividade plaquetária (81). Já foi evidenciado 
também que a produção de EROs aumenta a ativação do receptor de fibrinogênio em 
plaquetas (82). 
 Nosso grupo já demostrou que plaquetas de ratos produzem EROs na 
endotoxemia experimental causada pela injeção do lipopolissacarídeo (LPS), 
principalmente via NADPH oxidase (83). Alem disso, nós mostramos que o aumento 
da liberação de EROs em plaquetas de ratos injetados com LPS, esta associado a um 
aumento da fosforilação de p47phox (subunidade citosólica da enzima). A fosforilação 
desta subunidade é essencial para a migração da mesma para a membrana e ativação 
catalítica da enzima (84). 
1.6 Resposta inflamatória x Plaquetas x Venenos de Tb e Ts  
 A inflamação é um processo fisiopatológico e pode ser desencadeado por 
inúmeros estímulos dentre eles agentes infecciosos, químicos, físicos, interação 
antígeno-anticorpo e resposta imune (85). Exemplos de mediadores inflamatórios são: 
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histamina, prostaglandinas (PGs), leucotrienos (LTs), fator ativador de plaquetas 
(PAF), fatores do complemento (C3a e C5a), fatores do sistema de coagulação, 
sistema fibrinolítico e as plaquetas (86-87). 
 Dados da literatura demonstram que quando inoculados na cavidade peritoneal 
de ratos, Tsv e Ts1 induzem resposta inflamatória aguda, mediada pela liberação de 
citocinas como IL-6, IL-1a e TNF-a (29). Outros estudos mostram que peçonhas de 
escorpiões podem estimular o eixo imuno-neuroendócrino pela liberação de 
catecolaminas, corticoides, bradicinina e também via dos eicosanóides, ocorrendo a 
produção de PGE2 (88-89-29-90). 
  Um estudo de fisiopatologia comparativa entre a indução do escorpionismo 
nas vias áreas de ratos por Tbv e Tsv, mostrou hemorragias, principalmente em 
pulmões, causadas especialmente pelo Tbv, além do aumento do número de 
leucócitos e neutrófilos pelo grupo Tsv (91). Por outro lado, CASSINI-VIEIRA e 
colaboradores, mostraram, que uma fração isolada de Tsv, atenuou a inflamação e 
promoveu ações moduladoras na angiogênese, em tecido subcutâneo de 
camundongos, após implantação de esponjas (92). 
 Severino e colaboradores em 2009, mostraram que Tbv e Tsv podem ter 
atividade edematogênica. Dessa forma, sugere-se que o veneno de T. serrulatus 
possa induzir a produção local de PAF e o NO, ambos envolvidos no edema de pata 
de camundongos (93). Um outro estudo, que avaliou o efeito de Tsv sobre a 
coagulação em ratos, demonstrou que o veneno é capaz de causar uma 
hipercoagulabilidade, via sistema complemento (C5 e C3) (94). 
 Os estudos que correlacionam diretamente plaquetas e os venenos de T. 
bahiensis e T. serrulatus são praticamente nulos. Sabe-se que há uma interação entre 
resposta inflamatória e o escorpionismo. No entanto, o papel da atividade plaquetária 
neste contexto ainda não foi elucidado. Diante desta lacuna e sabendo que o evento 
de envenenamento por animais peçonhentos do tipo escorpião, tende a seguir uma 
crescente, neste trabalho procuramos investigar o papel dos venenos de Tityus 
bahiensis e Tityus serrulatus sobre a reatividade plaquetária de ratos. 
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2 OBJETIVO 
2.1 Objetivo Geral 
 O objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos in vitro dos venenos 
bruto de Tityus serrulatus e Tityus bahiensis na reatividade plaquetária de ratos  
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
• Avaliação da agregação de plaquetas lavadas estimuladas com ADP ou trombina na 
presença de concentrações crescentes dos venenos de T. serrulatus e T. bahiensis 
em diferentes intervalos de tempo; 
 
• Determinação a viabilidade plaquetária na presença dos venenos de T. serrulatus e 
T. bahiensis através de ensaios de redução do MTT por desidrogenases 
mitocondriais; 
 
• Determinação da mobilização de Ca+2 em plaquetas lavadas; 
 
• Quantificação do metabólito de Tromboxano A2 (TXB2); 
 
• Quantificação dos níveis intraplaquetários de AMPc e GMPc;  
 
• Determinação da fosforilação do resíduo de Tyr 416 da c-SRC por meio de western 
blotting; 
 
• Determinação dos efeitos dos venenos de T. serrulatus e T. bahiensis na produção de 
EROS em plaquetas lavadas. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 Animais 
 
 Todos os procedimentos com animais e protocolos experimentais estão em 
conformidade com Princípios Éticos na Experimentação Animal adotados pelo Colégio 
Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA) e foram aprovados pela Comissão de 
Ética no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas (CEUA – Unicamp, 
protocolo 4314-1). Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, pesando 250 – 
340 g, provenientes do Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade 
Estadual de Campinas (CEMIB – Unicamp).  Os animais foram transferidos para o 
Biotério do Departamento de Farmacologia (Faculdade de Ciências Médicas), onde 
foram mantidos a 24°C, com ciclo claro/escuro de 12/12h e com água e alimentação 
ad libitum. 
 
3.2 Venenos de Tityus serrulatus e Tityus bahiensis 
 
 O presente trabalho foi devidamente cadastrado no Mistério do Meio Ambiente, 
plataforma do Sistema Nacional de Gestão de Patrimônio Genético (SISGEN), número 
do cadastro A1E15DF.  
 Os venenos liofilizados de T. serrulatus e T. bahiensis foram obtidos por meio 
de colaboração com a Prof. (a) Dr (a) Ana Leonor Abrahão Nencioni, laboratório de 
Farmacologia, Instituto Butantã, SP, Brasil e o Prof. Dr Stephen Hyslop, laboratório de 
Bioquímica e Toxinologia, Unicamp, SP, Brasil.  
 Os venenos liofilizados ficaram armazenadas em -20°C. As soluções estoques 
de Tsv e Tbv foram preparadas em solução salina (0,9%) e mantidas entre -2°C - 8°C.  
 
Veneno de Tityus 
bahiensis 
Diluição Concentração 
Mãe 300 µg/ml 
D1 (1x) 30 µg/ml 
D2 (10x) 3 µg/ml 
Tabela 1: Representativo das diluições realizadas com Tbv usadas nos protocolos. 
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Veneno de Tityus 
serrulatus 
Diluição Concentração 
Mãe 100 µg/ml 
D1 (1x) 10 µg/ml 
D2 (10x) 1 µg/ml 
Tabela 2: Representativo das diluições realizadas com Tsv usadas nos protocolos. 
 
3.3 Obtenção plaquetas lavadas 
 
 Os ratos foram anestesiados por via inalatória com isoflurano (2%), o sangue 
foi obtido pelo ramo descendente da aorta abdominal, foi coletado em ACD-C (citrato 
de sódio 12,4mM, ácido cítrico 13mM, glicose 11mM, 9:1 v/v). O plasma rico em 
plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugação do sangue total a 200 g (Hettich 
Instrument, Rotina 380R, FL, EUA) em temperatura ambiente por 15min. O 
sobrenadante foi desprezado. As plaquetas foram lavadas com tampão citrato de 
lavagem (NaCl 140mM, KCl 0,5mM, citrato trissódico 12mM, glicose 10mM, sacarose 
12,5mM, pH=6; 5:7 v/v) por duas vezes e ressuspensas em solução de Krebs-Ringer 
desprovida de cálcio (NaCl 118mM, NaHCO3 25mM, KCL 4,7mM, KH2PO4 1,17mM, 
MgSO4.7H2O 1,66mM, glicose 5,6mM).  
 A suspensão foi ajustada para 2,0 x 108 plaquetas/ml através de contagem 
manual utilizando câmera de Neubauer (New Optics). Ao começo de cada protocolo 
foi adicionada CaCl2 para concentração final de 1mM. 
 
3.4 Agregação plaquetária 
 
 Os estudos de agregação foram realizados por ensaios turbidimétricos 
utilizando-se agregômetro de oito canais (Platelet Aggregation Profiler, PAP-8 V2.0 
optics - Bio-Data Corporation, PA, EUA). O aparelho foi calibrado para 0% (suspensão 
de plaquetas lavadas) e 100% (solução de Krebs-Ringer). Para cada ensaio de 
agregação foram utilizadas amostras de 300 µl de plaquetas lavadas, adicionadas à 
cubetas siliconadas, mantidas sob agitação constante na temperatura de 37°C.  As 
plaquetas foram ativadas com ADP (5 µM) ou trombina (200mU/ml) na ausência ou 
presença de concentrações crescentes de Tbv (3 - 300 µg/ml), Tsv (1 - 100 µg/ml) e 
salina (0,9%) por diferentes intervalos de tempo (5, 15, 30min).  
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3.5 Determinação da viabilidade plaquetária pelo MTT 
 
 Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade dos venenos de T. serrulatus e T. 
bahiensis sobre as plaquetas, utilizou-se o método originalmente descrito por 
Mosmann (95). O experimento consiste em um ensaio colorimétrico baseado na 
redução do MTT pelas desidrogenases mitocondriais de plaquetas metabolicamente 
ativas. A reação produz sal formazan, de cor roxa, que é insolúvel em água, mas 
solúvel em solventes orgânicos.  
 A suspensão plaquetária (2,0 x 108 plaquetas/ml, 50 µl) foi incubada com Tbv 
(300 µg/ml), Tsv (100 µg/ml) e salina (0,9 %) por 15min, 30min e 60min. Em seguida, 
as plaquetas foram estimuladas com ADP 5 µM e então transferidas para uma placa 
de 96 poços, na qual adicionou-se em cada poço solução de Krebs-Ringer para um 
volume final de 100 µl. Finalmente, 10 µl de MTT (5 mg/ml) foram adicionados em 
cada poço e após incubação por 3h a 37°C, a reação foi interrompida com 100 µl de 
SDS 10 % em HCl (0.01M). Após 1h, a placa foi lida em leitor de microplacas (Uquant, 
800TS, Bio Tek, EUA) no comprimento de onda de 540nm. 
 
3.6 Determinação da mobilização de cálcio em plaquetas  
 
 A determinação de Ca2+ intracelular foi realizada segundo Lu e colaboradores 
(96). Após obtenção, as plaquetas foram ressuspensas em tampão Tyrode (NaCl 
137mM, KCl 2,68mM, NaH2PO4H2O 0,41mM, MgCl.6H2O 1,04mM, C6H12O6 5,52mM, 
NaHCO3 11,6mM, pH=7,4) e sua concentração ajustada para 3,0 x 108 plaquetas/ml. 
Em seguida as plaquetas foram incubada com o marcador fluorescente de cálcio Fluo 
– 3 AM (6 mM) e plurônico 0,1% por 30min na ausência de luz, à 37°C. A suspensão 
plaquetária foi centrifugada a 800g por 10min para retirada do excesso do marcador 
e cuidadosamente ressuspensas em solução tampão Tyrode. 
 Alíquotas da suspensão plaquetária de 300µl ativadas ou não com ADP (5 µM) 
ou trombina (200 mU/ml), foram analisadas em fluorímetro (SynergyTM H1 Hybrid 
Reader, Bio Tek, EUA) em um comprimento de onda de excitação 505nm e emissão 
535nm. Em algumas alíquotas a suspensão de plaquetas foi pré-incubada com Tbv 
(3 e 300 µg/ml), Tsv (1 e 100 µg/ml) ou salina (0,9 %) por 15min.  
  
34 
 
 A determinação da quantidade citosólica total de Ca2+ na plaqueta (é 
considerado o Ca2+ proveniente do sistema tubular denso e do influxo do mesmo) foi 
determinada em presença de CaCl2 (1 mM), uma vez que a ativação plaquetária é 
dependente deste íon. A determinação do Ca2+ proveniente dos estoques intracelular 
foi realizada na presença do quelante de Ca2+ EGTA (10 µM).  
 Para a determinação da fluorescência máxima foi adicionado Triton-X (0,01%) 
em cada amostra e em seguida, para determinação da fluorescência mínima, foi 
adicionado EGTA (10 mM). 
 Os níveis de cálcio intracelular em mM, foram determinados a partir da seguinte 
equação (Grynkiewicz e colaboradores) (97): 
 
 
 
 Onde kd (355) é a constante de dissociação do marcador Fluo - 3 AM, F é o 
valor de fluorescência da amostra, Fmin a fluorescência mínima e Fmáx a 
fluorescência máxima. 
 
3.7 Dosagem do Tromboxano B2 
 
 A suspensão plaquetária (2,0 x 108 plaquetas/ml) foi pré-incubadas ou não com 
Tbv (3 e 300 µg/ml), Tsv (1 e 100 µg/ml) ou solução salina (0,9%) por 15 min, seguida 
da estimulação com ADP (5µM) durante 6 min. A reação foi interrompida adicionando-
se EGTA 10 mM a 4°C e as amostras foram acondicionadas imediatamente em gelo. 
Em seguida, as amostras foram centrifugadas à 4000 g, 4°C, por 5 min. Os 
sobrenadantes das amostras foram recolhidos e armazenados a - 80°C até os ensaios 
de quantificação.  
 A quantificação foi realizada utilizando-se kits da Elabscience (Elabscience 
TXA2 EIA kit, Houston, Texas, EUA) seguindo as instruções do fabricante. A fim de 
validar o kit utilizou-se, indometacina - INDO - (5 mM) e ácido araquidônico - AA - (25 
µM) como controles. 
 Cada amostra foi quantificada em duplicata e os resultados expressos em 
pg/ml.  A leitura da placa foi realizada em leitor de microplacas (Uquant, 800TS, Bio 
Tek, EUA) a 412nm. 
[Ca2+] = kd x (F -  Fmin) 
                (Fmáx – F) 
  
35 
 
3.8 Determinação dos nucleotídeos cíclicos AMPc e GMPc 
 
 A suspensão de plaquetas lavadas (2,0 x 108 plaquetas/ml) foi incubada com o 
inibidor inespecífico de fosfodiesterases 3-isobutil-1-metil-xantina (IBMX, 1mM) por 15 
min à temperatura ambiente. Em seguida, a suspensão de plaquetas foi pré-incubada 
ou não com Tbv (3 e 300 µg/ml), Tsv (1 e 100 µg/ml) e solução salina (0,9%) por 15min 
seguida da estimulação com ADP (5 µM) por 6 min. A reação então, foi interrompida 
pela adição de etanol absoluto acidificado gelado em uma concentração final de 67% 
(v/v). As amostras foram rigorosamente agitadas por 30 segundos, mantidas no gelo 
por 30min e centrifugadas a 4000 g por 30min a 4°C.  
 Os sobrenadantes das amostras foram recolhidos e guardados, e os 
precipitados lavados com 500µl de etanol acidificado (67% v/v) gelado e centrifugado 
novamente nas mesmas condições. Os sobrenadantes desta última centrifugação 
foram coletados e adicionados aos sobrenadante coletados da centrifugação anterior. 
 As amostras foram secas à 55 - 60°C, sob fluxo constante de nitrogênio e 
estocada à - 80°C até dosagem. 
 Os níveis dos nucleotídeos cíclicos foram determinados utilizando-se kit da 
Cayman (Cayaman Chemical Cyclic GMP ou AMP EIA kit, Ann Arbor, MI, EUA) 
seguindo as instruções do fabricante. Cada amostra foi quantificada em duplicata e 
os resultados expressos em pmol/ml. Para validação do kit de AMPc e GMPc utilizou-
se iloprost - ILO - (0,3 µM) e nitroprusiato de sódio - SNP- (10 µM), respectivamente, 
para controle positivo.  
 A leitura de ambos kits foi realizada utilizando espectrofotômetro (Uquant, 
800TS, Bio Tek, EUA) num comprimento de onde de 412nm. A intensidade da cor 
determinada é proporcional aos nucleotídeos livres durante a incubação.  
 
3.9 Determinação da fosforilação do resíduo de Tyr416 na c-Src por Western 
Blotting 
 A suspensão plaquetária (4 x 108 plaquetas/ml, 400 µl) foi pré-incubada ou não 
com Tsv (100 µg/ml), Tbv (300 µg/ml) ou solução salina (0,9%) por 15min, em seguida 
foram ativadas ou não com ADP (5µM). A reação foi interrompida, adicionando-se 
solução de Krebs-Ringer (sem cálcio) gelado. Em seguida a suspensão plaquetária 
foi centrifugada à 10.000 g por 10min à 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet 
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de plaquetas foi ressuspenso em 50 µl de tampão de extração (SDS 1%, Tris 100 mM, 
pirofosfato de sódio 100 mM, fluoreto de sódio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato 
de sódio 100 mM; pH 7,4). As plaquetas foram homogeneizadas utilizando-se um 
sonicador (Fisher Scientiffic, Pittsburgh, PA, EUA) e então submetidas à uma nova 
centrifugação, como descrito anterirormente. Tampão de Laemmli (3:1) foi adicionado 
aos sobrenadantes das amostras, estas por sua vez, foram aquecidas a 100°C, por 
10 min, em seguida foram armazenadas à - 4°C para eletroforese. 
 A separação das proteínas contidas nas amostras de plaquetas (20µl) foi 
realizada em gel de poliacrilamida (10%) e em seguida as mesmas foram transferidas 
para membranas de PVDF (90min a 100mA). As membranas foram bloqueadas por 
60min, temperatura ambiente, com BSA 1% em TBS-T (Tris 200 mM, NaCl 1.5 M, pH 
7.6 e Tween 0.1%), a fim de remover sítios inespecíficos, e em seguida incubadas por 
16h (4°C) com os anticorpos primário: phosp c-Src (resíduo de Tyrosina 416) e c-Src 
total.  
 Após a incubação com anticorpos primários, as membranas foram lavadas com 
solução de TBS-T e incubadas com anticorpo secundário conjugado a peroxidase por 
1h a temperatura ambiente. Novamente as membranas foram lavadas com solução 
de TBS-T e então as bandas imunorreativas foram detectadas através do aumento de 
quimioluminescência em fotodocumentador (ChemiDoc XRS+ System with Image 
Lab, Biorad, EUA). 
3.10 Determinação de espécies reativas de oxigênio (EROs) por citometria de 
fluxo 
 A suspensão plaquetária (200µl – 2,0 x 108 plaquetas/ml) foi pré-incubada ou 
não com Tbv (300 µg/ml), Tsv (100 µg/ml) ou solução salina (0,9%) por 15min. Após 
5 min de incubação, foi adicionado o DCFH-DA (diclorofluoresceína diacetato - 5 µM), 
ao abrigo da luz. Em seguida as amostras foram estimuladas ou não com ADP (5 µM) 
ou H2O2 (8 mM, controle positivo) durante 5 min.  
 As alíquotas (25 µl) foram finalmente transferidas para os tubos de citometria, 
onde adicionou-se 925 µl de Krebs-Ringer, para minimizar a presença de agregados. 
 As amostras foram analisadas usando citômetro de fluxo Becton Dickinson 
(FACSCalibur, Becton Dickinson, San José, CA, EUA) equipado com um laser de 
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488nm de comprimento de onda de àrgon. As plaquetas foram identificadas pelos 
sinais de dispersão frontal (foward) e lateral (side scatter). Dez mil eventos específicos 
de plaquetas foram analisados pelo citômetro. Não foram analisados agregados de 
plaquetas e micropartículas. A análise foi determinada pela intensidade de 
fluorescência média (IFM). 
 
3.11 Análise estatística 
 
 Os dados estão expressos como média ± erro padrão da média (EPM) para n 
experimentos. A significância estatística entre os grupos foi determinada utilizando 
ANOVA seguido pelo pós- teste de Tukey. O test t-Student pareado foi utilizado para 
análise de western blotting. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado 
estatisticamente significativo. 
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4 RESULTADOS 
 
4.1 Agregação de plaquetas lavadas de ratos  
 
4.1.1. Os venenos de Tityus bahiensis e Tityus serrulatus inibem a agregação induzida 
por ADP 
 
 A adição de ADP à suspensão de plaquetas lavadas (2x108plaquetas/ml) 
incubadas com salina (0,9%) por 5 min levou a uma significativa agregação (64 ±  2%). 
 
 Após 5 min de incubação, a agregação plaquetária induzida por ADP (5 µM) foi 
inibida pela Tbv de forma dose-dependente (inibição de 22 ± 8% e 41 ± 8%, para as 
concentrações de 100µg/ml e 300µg/ml de Tbv, respectivamente) (figura 7). 
 
 De forma similar, o Tsv levou a uma inibição da agregação induzida por ADP 
de modo também dependente da concentração deste veneno (inibição de 73 ± 6% e 
78 ± 7%, para as concentrações de 100µg/ml e 300µg/ml de Tsv, respectivamente) 
(figura 8). 
 As figuras 7B e 8B mostram os traçados típicos de agregação, na ausência ou 
presença de Tbv ou Tsv, e podemos observar que a agregação alcançou a resposta 
máxima em tempos similares em resposta à salina ou aos venenos. 
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Figura 7: Efeito inibitório do veneno de Tityus bahiensis em plaquetas de ratos 
estimuladas com ADP. (A) Agregação plaquetária induzida por ADP (5 µM) na 
presença de crescentes concentrações de Tbv (1 - 300 μg/ml). (B) Curvas típicas de 
agregação induzida por ADP (5 µM) nas concentrações de Tbv (3 - 30 - 300 μg/ml). * 
P<0,05 comparado ao grupo salina. # P<0,05 comparado ao grupo incubado com 
3μg/ml de Tbv. N= 6-8 animais.   Tbv = veneno de Tityus bahiensis.  
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Figura 8: Efeito inibitório do veneno de Tityus serrulatus em plaquetas de ratos 
estimuladas com ADP. (A) Agregação plaquetária induzida por ADP (5 µM) na 
presença de crescentes concentrações de Tsv (1 - 300 μg/ml). (B) Curvas típicas de 
agregação induzida por ADP (5 µM) nas concentrações de Tsv (1 - 10 - 100 μg/ml). * 
P<0,05 comparado ao grupo salina. # P<0,05 comparado ao grupo incubado com 1 
μg/ml de Tsv. N= 6-8 animais.   Tsv = veneno de Tityus serrulatus.  
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4.1.2 Efeito do tempo de incubação dos venenos de Tityus bahiensis e Tityus 
serrulatus na agregação induzida por ADP  
 O efeito inibitório de Tbv e Tsv na agregação plaquetária induzida por ADP (5 
µM) é dependente de tempo de incubação dos venenos. A figura 9, apresenta o 
veneno de T. bahiensis, nas concentrações de 3 – 30 – 300 μg/ml (padronizadas, a 
partir da figura 7A), nos intervalos de tempos 5, 15 e 30 min, (painel A, B, C, 
respectivamente).  
 O efeito inibitório de Tbv 300 μg/ml, mostrou uma inibição de 41 ±  8 %, 51 ± 5 
% e 63 ± 4 % , para os tempos 5 min, 15 min e 30 min, respectivamente. O mesmo 
efeito, tempo dependente, foi observado para Tsv (figura 10 painéis A, B e C) 
concentrações de 1 – 10 - 100 μg/ml (padronizadas, a partir da figura 8A), 
apresentaram inibição de 73 ± 6%, 87 ± 1% e 93 ± 2%, nos tempos 5 min, 15 min e 
30 min respectivamente (concentração de 100 μg/ml).  
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Figura 9: A inibição da agregação induzida por ADP é dependente do tempo de 
incubação das plaquetas com Tbv. As plaquetas lavadas (2 x 108 plaq/ml) foram 
incubadas com Tbv (3 -30 - 300 μg/ml) por diferentes intervalos de tempos 15 min (A) 
e 30 min (B), seguidas da estimulação com ADP (5 µM). * P<0,05 comparado ao 
grupo salina. # P<0,05 comparado ao grupo incubado com 3μg/ml de Tbv. N= 6-8 
animais.   Tbv = veneno de Tityus bahiens. 
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Figura 10: A inibição da agregação induzida por ADP é dependente do tempo de 
incubação das plaquetas com Tsv. As plaquetas lavadas (2 x 108 plaq/ml) foram 
incubadas com Tsv (1 -10 - 100 μg/ml) por diferentes intervalos de tempos 15 min (A) 
e 30 min (B), seguidas da estimulação com ADP (5 µM). * P<0,05 comparado ao grupo 
salina. # P<0,05 comparado ao grupo incubado com 1μg/ml de Tsv. N= 6-8 animais.   
Tsv = veneno de Tityus serrulatus. 
A) B) 
B) A) 
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4.1.3 Efeito do tempo de incubação dos venenos de Tityus bahiensis e Tityus 
serrulatus na agregação induzida por trombina 
 
 Nas figuras 11 e 12, nota-se que os venenos de T. bahiensis e T. serrulatus, 
também promoveram um efeito inibitório na agregação, de forma tempo-dependente, 
frente ao agonista trombina (200mU/ml). 
 Na figura 11, observamos que a Tbv (300μg/ml) inibiu de forma marcante a 
agregação induzida por trombina quando incubada com plaquetas por 5, 15 ou 30 min 
(inibição de 26 ± 1%, 38 ± 1 % e 63 ± 4, respectivamente). A Tbv, quando incubada 
com plaquetas por tempo menores (5 e 15 min), apresenta efeito inibitório maior com 
ADP do que com trombina (inibição de 40 e 53% com ADP e inibição de 26 e 38% 
com trombina nos tempos 5 e 15 min, respectivamente). 
 A Tsv (100 µg/ml) inibiu a agregação induzida por trombina de forma 
dependente do tempo (inibição de 23 ± 2, 58 ± 5 e 67 ± 2 %, nos intervalos de 5, 15 e 
30 min, respectivamente). Nossos experimentos deixam claro que a Tsv inibe mais 
intensamente a agregação induzida por ADP do que por trombina. A inibição da 
agregação induzida por ADP é cerca de1,5 maior daquela observada com trombina 
nos tempos de 15 e 30 min, enquanto que após 5 min de incubação esta diferença 
chega a 3 vezes (figura 12). 
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Figura 11: Efeito inibitório do veneno de Tityus bahiensis em plaquetas de ratos 
estimuladas com trombina. A suspensão de plaquetas (2x108 plaquetas/ml) foi 
incubada com Tbv (300 µg/ml) por diferentes intervalos de tempo (5 - 30 min) e em 
seguida estimulada com trombina (200mU/ml). * P<0.05 comparado com salina. # 
P<0,05 comparado ao grupo pré-incubada com Tbv por 5 min.  N=4-6 animais. Tbv = 
veneno de Tityus bahiensis. 
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Figura 12: Efeito inibitório do veneno de Tityus serrulatus em plaquetas de ratos 
estimuladas com trombina. A suspensão de plaquetas (2,0 x 108 plaquetas/ml) foi 
incubada com Tsv (100 µg/ml) por diferentes intervalos de tempo (5 - 30 min) em 
seguida estimulada trombina (200mU/ml). * P<0,05 comparado com salina. # P<0,05 
comparado ao grupo pré-incubado por 5 min.  N=4-6 animais. Tsv = veneno de Tityus 
serrulatus. 
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4.2 Efeito dos venenos de T. bahiensis e T. serrulatus sobre a viabilidade 
plaquetária 
 
 A figura 13 mostra que a incubação de plaquetas (2 x 108 plaquetas/ml) com as 
concentrações mais elevadas de Tbv (300 µg/ml) e Tsv (100 µg/ml), usadas neste 
trabalho, não reduziram a viabilidade das plaquetas não ativadas ou ativadas com 
ADP (5 µM), em nenhum dos tempos de incubação testados (15 - 30 - 60min). 
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Figura 13: Efeito dos venenos de T. bahiensis e T. serrulatus sobre a viabilidade 
plaquetária. A suspensão de plaquetas (2,0 x 108 plaq./ml) foi pré-incubadas com os 
venenos de T. bahiensis (300 µg/ml) e T. serrulatus (100 µg/ml) por diferentes 
intervalos de tempo (15 – 60min) e estimuladas com ADP (5µM). Os resultados 
representam a média ± E.P.M. O teste foi realizado em triplicata. N = 5 animais. Tbv 
= veneno de Tityus bahiensis. Tsv = veneno de Tityus serrulatus. 
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4.3 Mobilização de Cálcio 
 
4.3.1. Os venenos de Tb e Ts diminuíram o influxo de cálcio em plaquetas 
ativadas por ADP 
 
 Durante o processo de ativação plaquetária ocorre um aumento tanto do influxo 
de cálcio como da liberação do íon do sistema tubular denso. O aumento da 
mobilização de cálcio, se faz essencial para o desencadeamento dos diferentes 
processos que são observados durante a ativação plaquetária como a mudança de 
forma plaquetária (shape change) e secreção dos grânulos. 
 
A ativação das plaquetas (3 x 108 plaquetas/ml), por ADP (5 µM), levou a um 
aumento significativo de Ca+2 cistosólico total quando comparado as plaquetas não 
ativada, aumento de 2 vezes. Resultados semelhantes foram observados quando as 
plaquetas foram incubadas por 15 min com Tbv (300 µl/ml) ou Tsv (100 µg/ml) (figura 
14 A). 
 
O ADP, na presença de EGTA (1 mM), como esperado, também aumentou a 
mobilização de Ca+2 em plaquetas comparada as não ativadas. Este aumento foi 
discretamente aumentado pelas Tbv e Tsv (aumento de 37 e 22%, respectivamente) 
(figura 14B e tabela 3). Por outro lado, o influxo de Ca+2 aumentado em plaquetas 
ativadas e pré-incubadas com salina foi, estatisticamente, reduzido pelos venenos (a 
redução do influxo de Ca+2 foi de 63% para a Tbv e 54% para a Tsv em comparação 
ao controle) (tabela 3). 
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Figura 14: Efeito dos venenos de Tityus bahiensis e Tityus serrulatus sobre a 
mobilização de Ca2+ em plaquetas ativadas por ADP. As plaquetas (3,0 x 108 plaq. 
/ml) foram marcadas com Fluo 3AM (6 mM) e incubadas com Tbv (300 µg/ml) ou Tsv 
(100 µg/ml) por 15 min, em seguida estimuladas com ADP (5 µM). Avaliou-se tanto o 
influxo de Ca2+ dos estoques intracelulares (na presença de EGTA 1mM; painel B, 
quanto o influxo de Ca2+ total (na presença de Ca2+; painel A). Os resultados estão 
expressos como média ± E.P.M. * P<0,05 comparado com os respectivos controles, 
não ativado. N = 6 animais. Tbv = veneno de Tityus bahiensis. Tsv = veneno de Tityus 
serrulatus. 
 
Tabela 3: Efeito dos venenos de Tb e Ts na concentração cistosólica total, 
mobilização intracelular e influxo de cálcio em plaquetas estimulas com ADP (5 µM). 
 
 Mobilização 
Total (nM) 
Mobilização 
Intracelular (nM) 
Influxo de Ca+2 
(nM) 
Controle + ADP 417 ± 53 257± 18 160 ± 39 
Tbv 300ug/ml + ADP 413 ± 69 353 ± 78     59 ± 13 * 
Tsv 100ug/ml + ADP 391 ± 28 316 ± 22   74 ± 7 * 
Plaquetas (3 x 108 plaquetas/ml), incubadas ou não com Tbv 300 µg/ml e com Tsv 
100µg/ml, foram estimuladas com ADP (5 µM). Os resultados estão expressos como 
média dos valores absolutos da concentração de cálcio em nM ± EPM. * P<0,05 
comparado com controle, estimulado. 
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4.3.2. Efeito dos venenos Tb e Ts na mobilização de cálcio em plaquetas 
ativadas por trombina 
 
A ativação das plaquetas (3 x 108 plaquetas/ml), por trombina (200mU/ml) levou 
a um aumento significativo de Ca+2 cistosólico total quando comparado as plaquetas 
não ativada (aumento de 3 vezes). A Tbv (300 µg/ml) e Tsv (100µg/ml) reduziram, 
discretamente, este aumento (redução de 28 e 16% para Tbv e Tsv, respectivamente) 
(figura 15 A e tabela 4). 
 
A mobilização de Ca+2 interna em plaquetas ativadas por trombina foi diminuída 
pelos venenos (redução de cerca de 20% para ambas os venenos comparada ao 
controle), porém este efeito não foi estatisticamente significativo (figura 15 B e tabela 
4). Em adição, o influxo de Ca+2 foi reduzido, significativamente, somente pela Tbv 
(redução de 17% com relação ao controle) (tabela 4). 
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Figura 15: Efeito dos venenos de Tityus bahiensis e Tityus serrulatus sobre a 
mobilização de Ca2+ em plaquetas ativadas por trombina. As plaquetas (3,0 x 108 
plaq./ml)  foram marcadas com Fluo 3AM (6 mM) e incubadas com Tbv (300 µg/ml) 
ou Tsv (100 µg/ml) por 15 min, em seguida estimuladas com trombina (200mU/ml) 
Avaliou-se tanto o influxo de Ca2+ dos estoques intracelulares (na presença de EGTA 
1mM; painel B, quanto o influxo de Ca2+ total na presença de Ca2+; painel A). Os 
resultados estão expressos como média ± E.P.M. * P<0,05 comparado com os 
respectivos controles, não ativados. N = 6 animais. Tbv = veneno de Tityus bahiensis. 
Tsv = veneno de Tityus serrulatus. 
 
Tabela 4: Efeito dos venenos de Tb e Ts na concentração cistosólica total, 
mobilização intracelular e influxo de cálcio em plaquetas estimulas com trombina 
(200mU/ml). 
 
 Mobilização 
Total (nM) 
Mobilização 
Intracelular (nM) 
Influxo de 
Ca+2 (nM) 
Controle + Trombina 869 ± 78 677 ± 110 192 ± 34 
Tbv 300ug/ml + Trombina 627 ± 23 511 ± 27 115 ± 18* 
Tsv 100ug/ml + Trombina 731 ± 38 
 
570 ± 43 
 
160 ± 11 
 
Plaquetas (3 x 108 plaquetas/ml), incubadas ou não com Tbv 300 µg/ml e com Tsv 
100µg/ml, foram estimuladas com trombina (200uM/ml). Os resultados estão 
expressos como média dos valores absolutos da concentração de cálcio em nM ± 
EPM. * P<0,05 comparado com controle estimulado. 
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4.4 Efeito de T. bahiensis e T. serrulatus nos níveis de Tromboxano B2 em 
plaquetas 
 
O ácido araquidônico (AA) é um mediador liberado da fosfolipase A2(PLA2) e 
atua como um potente agonista na agregação de plaquetas. O AA é metabolizado 
pela ciclooxigenase (COX) em prostaglandina G2 (PGG2) a qual é metabolizada pela 
tromboxano sintase em TXA2, que também, ao lado do ADP, amplifica a ativação 
plaquetária induzida por outros agonistas. Por essa razão foi investigado os níveis de 
tromboxano, um metabolito do tromboxano A2, nas plaquetas.  
 
A ativação de plaquetas com ADP (5 µM) aumentou significativamente a 
produção de TXA2 (figura 16). A pré-incubação por 15 min das plaquetas com Tbv (3 
ou 300 µg/ml) reduziu discretamente a produção de TXA2 em plaquetas ativadas 
comparada ao grupo salina, entretanto, a Tsv (1 ou 100 µg/ml) reduziu marcadamente 
a produção do eicosanoide (redução de 32 e 67%, respectivamente) (figura 16).  
 
Como controles deste experimento foram utilizados um inibidor da COX, 
indometacina (5mM), que praticamente aboliu a produção do TXA2 e o ácido 
araquidônico (25mM), que aumentou 1,8 vezes os níveis do metabólito quando 
comparado a plaquetas não ativadas (figura 16). 
  
  
51 
 
0
20
40
60
- ADP
+ ADP
Indo
3 300
Tbv
(µg/ml)
1 100
Tsv
(µg/ml)
*
#
AA
**
Salina
TX
B
2
(p
g/
m
l)
 
Figura 16: Efeito dos venenos de T. bahiensis e T. serrulatus nos níveis de 
tromboxano B2 em plaquetas lavadas estimuladas com ADP. A suspensão de 
plaquetas (2,0 x 108 plaq./ml) foi pré-incubadas com Tbv (3 e 300 µg/ml) ou Tsv (1 e 
100 µg/ml) por 15 min seguida da estimulação com ADP (5µM). * P<0,05 comparado 
com salina na presença de ADP. ** P<0,01 comparado aos valores basais. # P<0,05 
comparado as concentrações de Tbv 3 e 300 µg/ml. O teste foi realizado em duplicata. 
N = 4 animais. INDO = indometacina (5mM). AA = ácido araquidônico (25mM). Tbv = 
veneno de Tityus bahiensis. Tsv = veneno de Tityus serrulatus. 
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4.5 Efeito de Tbv e Tsv nos níveis de AMPc em plaquetas 
 
 A incubação de plaquetas (2 x 108 plaquetas/ml) por 15 min com os venenos 
de Tb (3 e 300 µg/ml) ou Ts (1 e 100 µg/ml) não alterou os níveis deste nucleotídeo 
intraplaquetário. A incubação com 0,3µM de iloprost (análogo estável da prostaciclina 
usado como controle positivo do protocolo) aumentou cerca de 500 vezes os níveis 
de AMPc quando comparado as plaquetas ativadas do grupo salina (figura 17). 
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Figura 17: Efeito dos venenos de T. bahiensis e T. serrulatus nos níveis de AMPc 
em plaquetas lavadas estimuladas com ADP. A suspensão de plaquetas (2,0 x 108 
plaq./ml) foi pré-incubada com Tbv (3 e 300 µg/ml) ou Tsv (1 e 100 µg/ml) por 15 min. 
Em seguida, as plaquetas foram estimuladas com ADP (5µM). O teste foi realizado 
em triplicata. * P<0,05 comparado aos valores basais.  N = 4 animais. ILO = iloprost 
(0,3 µM), controle positivo. Tbv = veneno de Tityus bahiensis. Tsv = veneno de Tityus 
serrulatus. 
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4.6 Efeito de Tbv e Tsv nos níveis de GMPc em plaquetas 
 
 A ativação das plaquetas (2 x 108 plaquetas/ml) com ADP (5 µm) aumentou 
discretamente os níveis de GMPc. A pré-incubação das plaquetas por 15 min com os 
venenos de Tb (3 e 300 µg/ml) e Ts (1 e 100 µg/ml) não alteraram os níveis deste 
nucleotídeo intraplaquetário (figura 18). Como controle positivo do protocolo, a 
incubação de plaquetas ativadas com ADP por 3 min com o doador de NO 
nitroprusiato de sódio (10µM) elevou cerca de 4 vezes os níveis de GMPc (figura 18). 
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Figura 18: Efeito dos venenos de T. bahiensis e T. serrulatus nos níveis de GMPc 
em plaquetas lavadas de ratos estimuladas com ADP. A suspensão de plaquetas 
(2,0 x 108 plaq/ml) foi pré-incubadas com Tbv (3 e 300 µg/ml) e Tsv (1 e 100 µg/ml) 
por 15 min seguida da estimulação com ADP (5µM). O teste foi realizado em triplicata. 
** P<0,01 comparado aos valores basais.  N = 4 animais. SNP = nitroprussiato de 
sódio (10µM), controle positivo. Tbv = veneno de Tityus bahiensis. Tsv = veneno de 
Tityus serrulatus. 
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4.7 Efeito dos venenos Tb e Ts na ativação da enzima c-Src 
 
Analisando os ensaios de Western Blotting podemos observar claramente as 
bandas imunorreativas para c-Src e para fosfo-Tyr416-c-Src em plaquetas ativadas 
ou não (figura 19 A). Também podemos observar que a ativação das plaquetas 
lavadas com ADP (5 µM) causou um aumento da fosforilação de c-Src (figura 19). A 
razão da densitometria da banda imunorreativa de p-c-Src e c-Src, em plaquetas 
incubadas com salina e ativadas com ADP, indica uma ativação de 2 vezes quando 
comparada à plaquetas não ativadas (figura 19 B). 
O aumento da fosforilação da c-Src em plaquetas pré-incubadas com Tbv (300 
µg/ml), apesar de não ser significativo, foi similar àquele observado em plaquetas pré-
incubadas com salina (o aumento da fosforilação da c-Src na presença de salina e 
Tbv foi de 66 e 100%, respectivamente) (figura 19 B). Por outro lado, o aumento da 
fosforilação de c-Src no resíduo Tyr416 foi apenas discretamente aumentado em 
plaquetas ativadas pré-incubadas por 15 min com Tsv (100 µg/ml) (aumento de 26%) 
(figura 19 B).  
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Figura 19: Fosforilação da c - SRC no resíduo de Try 416 em plaquetas de ratos 
pré incubadas com os venenos de Tityus bahiensis e Tityus serrulatus. A 
suspensão plaquetária (4,0 x 108 plaq./ml, 400 𝜇l) foi pré-incubada com salina ou Tbv 
(300 𝜇g/ml) ou Tsv (100 𝜇g/ml) por 15 min. As amostras foram ativada ou não com 
ADP (5 𝜇M) e a reação interrompida com Krebs Ringer gelado e acrescido tampão de 
Laemmli (3:1). As amostras (25 𝜇l/well) foram corridas em gel de SDS-PAGE 10% e 
analisadas por Western Blotting usando os anticopos anti-Src e anti-fosfo (Try416) 
Src. Os resultados são representativos pela razão das densitometrias da banda 
imunorreativa para p – Scr (Tyr416) e c-Src total. * P<0,05 comparado às plaquetas 
não ativadas do grupo salina N = 5 animais. Os valores estão expressos com a média 
± E.P.M.  Tbv = veneno de Tityus bahiensis. Tsv = veneno de Tityus serrulatus. 
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4.8 Efeitos dos venenos de T. bahiensis e T. serrulatus sobre a produção 
de EROs em plaquetas lavadas 
 
O aumento da produção de EROs não foi significativo em plaquetas pré-
incubas com salina e ativadas com ADP (5µM) em comparação às plaquetas não 
ativadas. De modo semelhante, Tbv (300 µg/ml) e Tsv (100 µg/ml) não aumentaram 
a produção de EROs em plaquetas ativadas (figura 20). Como controle positivo, a 
incubação de plaquetas com peróxido de hidrogênio (H2O2, 8mM) aumentou cerca de 
10 vezes a intensidade de fluorescência média comparada às plaquetas pré-
incubadas com salina e ativadas com ADP (figura 20).  
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Figura 20: Efeito dos venenos de T. bahiensis e T. serrulatus na geração de 
EROs em plaquetas lavadas de ratos. As plaquetas (2,0 x 108 plaq./ml) foram pré-
incubadas com Tbv (300 µg/ml) e Tsv (100 µg/ml) durante 15min e estimuladas com 
ADP (5µM). * P<0,05 comparado aos valores basais. Os resultados estão expressos 
como médias ± E.P.M. H2O2 = peróxido de hidrogênio (8mM), controle positivo. N = 5-
8 animais.  IFM = intensidade de fluorescência média. Tbv = veneno de Tityus 
bahiensis. Tsv = veneno de Tityus serrulatus. 
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5 DISCUSSÃO 
 
 O escorpionismo é um grave problema de saúde pública no Brasil (6). O veneno 
dos escorpiões é composto por uma mistura complexa, que pode induzir diferentes 
níveis de intoxicação humana e pode levar até a morte, dependendo do caso (113). O 
estudo da fisiopatologia e imunofisopatologia da peçonha dos escorpiões é de 
extrema importância para a compreensão de como este veneno pode afetar os seres 
humanos. 
 
 Como já mencionado, IBISTER e BAWASKAR (48), ressaltaram a importância 
clínica do envenenamento por picada de escorpião, visto que, envenenamentos 
graves provocam: atividades autonômicas excessivas (salivação, 
agitação/inquietação, vômito, entre outros), efeitos tóxicos nos sistemas 
cardiovascular (choque/insuficiência cardíaca e arritmia ventricular) além de 
alterações neuromusculares, resultando em mortes. Em um estudo realizado por 
BAHLOUL e colaboradores (99), que analisaram 685 casos de acidentes por 
envenenamento escorpiônico em crianças, observaram SIRS em 555 pacientes (81%) 
e 552 pacientes (80,6%) desenvolveram falha em um ou mais sistemas orgânicos. 
 
As plaquetas são importantes marcadores da inflamação desencadeiam 
respostas significativas que contribuem para os processos inflamatórios, podem 
liberar citocinas pró-inflamatórias e quimoatrativos, recrutar neutrófilos e leucócitos 
além de participarem da resposta imune inata (100-73). O fato das plaquetas 
participarem dos processos inflamatórios é um fato consolidado: a contagem dessas 
células, está entre os exames mais fidedignos para o diagnóstico de Coagulação 
Intravascular Disseminada (CIVD) associada às avaliações sequenciais fornecidas 
pelo SOFA (SOFA - inglês - Sequential Organ Failure Assessment) (101).  
 Os distúrbios da coagulação são comuns em pacientes gravemente enfermos 
e podem variar desde trombocitopenia isolada ou testes de coagulação global 
prolongados até defeitos complexos, como a coagulação intravascular disseminada 
(102-103). Já foi demonstrado que uma fração da toxina de T. serrulatus foi capaz de 
promover um estado de hipercoagulabilidade na primeira hora (por sistema 
complemento C5 e C3), via intravenosa em ratos (94). Assim como também já foi 
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mostrado que tanto o estado bruto de Ts como suas frações (Ts1, Ts2 e Ts6), induzem 
a ativação de macrófagos e a produção de mediadores inflamatórios (IL - 1, IL - 6 e 
TNF - a) (90). 
 
 Por outro lado, poucos relatos estão disponíveis na literatura sobre o efeito do 
veneno do escorpião Tityus bahiensis no organismo humano, e a maioria diz respeito: 
aos efeitos imunológicos para a produção de soro (18), a purificação e 
sequenciamento das substâncias que o compõem (104-105-32) e quanto aos seus 
efeitos neurotóxicos, como efeitos epiléticos, comportamentais e efeitos 
convulsivantes (106-107-108). 
 
 Os estudos que ivestigam os efeitos diretos dos venenos de T. bahiensis e T. 
serrulatus em  plaquetas são praticamente nulos. Sabe-se que há uma correlação 
entre resposta inflamatória e o escorpionismo (42). No entanto, o papel da atividade 
plaquetária neste contexto ainda não foi elucidado. Diante desta lacuna, a proposta 
deste trabalho foi investigar o efeito dos venenos de Tityus bahiensis e Tityus 
serrulatus sobre a reatividade plaquetária de ratos. 
 
 Mostramos neste trabalho que a pré-incubação de plaquetas lavadas de ratos 
com os venenos de T. bahiensis e T. serrulatus inibiu a agregação estimulada tanto 
por ADP (um agonista fraco), assim como pela trombina (um agonista forte). Portanto, 
podemos concluir que o efeito inibitório da agregação não se resume a inibição da 
liberação de grânulos densos ou inibição da síntese de TXA2, pelo menos no caso da 
trombina. A concentração de Tbv e Tsv utilizadas nos experimentos foram de 1 - 300 
µg/ml, uma vez que trabalhos anteriores que utilizaram os venenos em seu estado 
bruto, mostraram um intervalo entre 50 e 100 µg/ml para Tsv (109). Já para Tbv, os 
estudos encontrados se utilizaram apenas de protocolos in-vivo, baseando em um 
intervalo entre 0,5 – 2,05 mg/kg (107-110).  
 
Nossos resultados se aproximam com os achados de SONG e colaboradores 
(111), que observaram um perfil inibitório na agregação induzida tanto por ADP como 
por trombina, diante da pré - incubação de plaquetas de ratos e coelhos com a toxina 
do escorpião Buthus martensii Karsh (concentrações de 0,125-0,5 mg/ml) que 
pertencente à mesma família que os Tityus sp., família Buthidae. No entanto BRAZÓN 
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e colaboradores (112), observaram que a toxina bruta de Tityus discrepans (comum 
à região da Venezuela), foi capaz de estimular a ativação de plaquetas, provavelmente 
via Src quinases. 
 
 O efeito inibitório na agregação foi dependente de concentração de Tbv e Tsv 
e do tempo de incubação. Todavia, no estudo da atividade edematogênica dos 
venenos de Tbv e Tsv, realizado por SEVERINO e colaboradores (93), não foi notado 
uma relação dose-resposta na formação do edema de pata. 
 
 Nosso estudo mostra que o veneno de T. serrulatus leva a uma inibição 
plaquetária maior do que o veneno de T. bahiensis. Estes achados corroboram com 
LOURENÇO (113) que mostra que o veneno de no T. serrulatus leva a morte de 
animais mais rapidamente que o de T. bahiensis. 
 
 Investigamos se o efeito inibitório destes venenos na agregação foi em virtude 
de morte celular. Para isso, realizamos o teste com MTT, para verificar a viabilidade 
plaquetária, uma vez que neste teste o MTT é reduzido por desidrogenases 
mitocondriais de plaquetas metabolicamente ativas. Neste protocolo, incubamos as 
plaquetas com as concentrações de Tbv (300 µg/ml) e Tsv (100µg/ml) que 
proporcionaram inibição significativa na agregação, por diferentes intervalos de 
tempos (15, 30 e 60min). Observamos assim, que os venenos não apresentaram 
efeitos apoptóticos nas plaquetas. É interessante notar que, os venenos não elevam 
a produção de EROs em plaquetas, o que, provavelmente, contribui para o efeito não 
citotóxico da Tbv e Tsv nestas células, uma vez que estas substâncias, quando 
produzidas em concentrações maiores e por um longo período de tempo, são 
descritas como causadoras de disfunção e morte celular (114). O mesmo perfil, não-
citotóxico, foi observado por CASELLA-MARTINS e colaboradores (115), em células 
mononucleares do sangue periférico, em concentrações de 25 - 100 µg/ml de Tsv. 
Sobretudo, para células tumorais, algumas espécies de escorpiões, vem sendo 
exaustivamente estudadas, por apresentam efeitos citotóxicos, exemplo do escorpião 
Heterometrus bengalensis, artrópode comum na Índia, possui atividade apoptogênica 
e citotóxica antiproliferativa contra K562 (leucemia miogênica crônica) e células 
leucêmicas humanas (116). Assim as concentrações e períodos de incubação foram 
consideradas apropriadas para os experimentos subsequentes. 
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Como já comentado anteriormente, a produção de EROs, pelas células 
sanguíneas está envolvida na lesão do endotélio vascular e na disfunção de múltiplos 
órgãos (117), quadro este, observado em alguns indivíduos expostos ao acidente por 
picada de escorpião. Dentre as EROs podemos citar o ânion superóxido (O2-) o 
peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (-OH). As plaquetas são capazes 
de produzir EROs via NADPH oxidase como foi mostrado por LOPES-PIRES et al 
(183). Trabalhos mostram que as EROs podem aumentar ou diminuir a agregação 
plaquetária, dependendo da espécie formada (65-84-118). Nossos resultados indicam 
que as EROs não estão envolvidas no efeito inibitório da Tbv ou Tsv na agregação, 
uma vez que não modificam a produção destas substâncias. 
 
 Em geral todos os agonistas plaquetários, mesmo atuando em distintos 
receptores, desencadeiam diferentes cascatas de sinalização que levam ao aumento 
da mobilização intracelular de cálcio ou seu influxo. Os venenos de Tb e Ts não 
alteraram a concentração intracelular ou total deste íon. No entanto, quando 
analisamos o influxo de cálcio, foi possível observar uma redução de 2,5 vezes, para 
a peçonha de T. bahiensis e uma redução menor, mas significativa para T. serrulatus, 
ambos para a ativação plaquetária induzida por ADP. Resultados observados por 
PETRICEVICH e colaboradores (119), que estudaram a concentração interna de 
cálcio em macrófagos por Ts1 observaram um incremento nos níveis intracelulares 
deste íon cálcio.  O mesmo desfecho foi observado por OSSANAI e colaboradores 
(106) que mostraram que a fração V-4 de Tb foi capaz de aumentar a concentração 
de cálcio citosólico no hipocampo (provavelmente pelo aumento do nível extracelular 
de glutamato). Quando se observa o influxo de cálcio decorrente da ativação de 
plaquetas por trombina, nota-se uma discreta redução para Tsv e Tbv.  Resultado 
semelhante foi observado pela convulxina (toxina proveniente de serpente) que 
promoveu uma inibição de Ca++ total em plaquetas estimulados por trombina (120). 
 
 Os segundos mensageiros GMPc e AMPc são nucleotídeos cíclicos que 
participam da modulação negativa da ativação plaquetária. O AMPc é proveniente da 
ativação da enzima adenil ciclase e leva a inibição plaquetária principalmente por 
ativar uma enzima dependente deste nucleotídeo denominada PKA (54). Assim 
investigamos se o AMPc, estaria envolvido na inibição plaquetária em resposta ao Tbv 
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e Tsv. Nossos resultados, no entanto, mostraram que, a incubação das plaquetas com 
os venenos, seguida da estimulação de ADP, não alterou os níveis desse nucleotídeo, 
indicando que o efeito inibitório de Tbv e Tsv na agregação, é independente desta via. 
Alguns estudos mostram que o AMPc contribui para a apoptose de certos tipos 
celulares através da ativação da PKA (121). O fato dos venenos de Tb e Ts não 
modificarem os níveis de AMPc intraplaquetário poderia colaborar para a manutenção 
da viabilidade das plaquetas quando incubadas com as mesmas. 
 
O nucleotídeo GMPc é formado pela enzima guanilil ciclase (GC), como já 
mencionado. O NO é o principal agente endógeno que leva a ativação de GC solúvel 
que, ligando-se ao grupamento heme da enzima, aumenta a conversão do GTP a 
GMPc. A inibição da ativação plaquetária pelo NO se dá por mecanismos 
dependentes e independentes de GMPc. Alguns dos efeitos dependentes de GMPc 
são mediados pela ativação de PKG (122). Nossos achados, mostraram que o efeito 
inibitório, proveniente da incubação de plaquetas com Tbv e Tsv, não foi via GMPc, já 
que não observamos aumento dos níveis deste nucleotídeo. Entretanto, um estudo de 
ALVES e colaboradores (123) demonstrou que uma fração isolada de Tsv, (fração 
TsNP - peptídeo natriurético de T. serrulatus), levou a um acréscimo na concentração 
de GMPc em rins perfundidos de ratos. Não há relatos, até o momento, sobre a 
determinação dos nucleotídeos cíclicos, AMPc e GMPc, na presença da peçonha de 
T. bahiensis. Além disso, podemos concluir que a redução de influxo de Ca+2, em 
plaquetas ativadas com ADP ou trombina, causada por Tbv ou Tsv independe de 
AMPc ou GMPc. 
 
 Complementarmente, o tromboxano A2, sintetizado principalmente por 
plaquetas, é um vasoconstritor potente e um estimulador da agregação plaquetária. 
Portanto, investigamos o papel deste eicosanóide sobre o efeito inibitório na 
agregação apresentado pelos venenos. Os dados achados mostram que Tbv não 
interferiu na síntese deste metabólito, no entanto, Tsv foi capaz de reduzir 
significativamente os níveis de TXA2, contribuindo diretamente para inibição 
plaquetária. Estes resultados sugerem que o veneno de T. serrulatus possa agir via 
tromboxano A2, o que corrobora com os estudos de SONG e colaboradores (111), que 
observaram uma relação positiva entre os níveis de PGE2/TXA2, no efeito inibitório de 
agregação plaquetária induzido por Buthus martensii Karsh. 
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 A ativação da c-Src e do receptor de fibrinogênio são essenciais para a ativação 
e estabilização do agregado plaquetário. A c-Src, pertencente a família das Src 
quinases (SFKs), é uma das principais enzimas envolvidas na propagação de sinal 
após a ativação da subunidade b3 da integrina aIIbb3. Quando essa integrina torna-
se ativada pela fosforilação da subunidade b3, ocorre a fosforilação do resíduo de Tyr 
416 c - Src (124-125). Nossos resultados mostram que a Tbv e a Tsv não afetam a 
fosforilação da c-Src no resíduo Tyr 416, portanto, a redução da ativação da c-Src não 
participa do efeito inibitório dos venenos na agregação plaquetária. 
 
Como já mencionado anteriormente, estudos sobre o efeito do veneno de Tityus 
serrulatus na agregação plaquetária são raros e, sobre o Tityus bahiensis são 
inexistentes. Uma vez que o número de acidentes escorpiônicos com Tb e Ts vem 
crescendo drasticamente, nosso trabalho contribui de forma significativa para a 
elucidação dos efeitos, bem como das vias de sinalização, destes venenos em 
plaquetas. 
 
   
 
  
  
63 
 
6 CONCLUSÃO 
 
ü A inibição da agregação plaquetária estimulada pelo ADP e trombina é dependente 
de concentração da Tbv e Tsv e também do tempo de incubação; 
 
ü A inibição da agregação plaquetária induzida pelo ADP é marcadamente maior 
com o Tityus serrulatus do que com o veneno bruto do Tityus bahiensis; 
 
ü A inibição da agregação causada por Tbv e Tsv é acompanhada de uma redução 
do influxo de cálcio; 
 
ü O efeito inibitório do Tityus serrulatus na agregação plaquetária induzida pelo ADP 
é acompanhado da redução na síntese de TXA2;  
 
ü O efeito inibitório dos venenos de Tityus serrulatus e bahiensis na agregação 
plaquetária induzida pelo ADP é independente dos níveis de AMPc e GMPc ou da 
produção de EROs, bem como, da ativação da c-Src. 
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LISTA DE MATERIAIS 
 
Substância Procedência 
ADP  Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA) 
Trombina (humana) Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA) 
DCFH - DA (2’,7’-dichlorofluorescin diacetate) Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA) 
DMSO (Dimethyl sulfoxide) Cell Signalling Technology 
(Danvers, MA, EUA) 
Fluo - 3AM Life technologies 
IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine) Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA) 
Iloprost Schering (Alemanha) 
Indometacina Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA) 
SNP (Nitroprusiato de sódio) Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA) 
MTT (Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difenil tetrazólico) 
Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA) 
ODQ (1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-
one) 
Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA) 
SDS (Sodium dodecyl sulfate) Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA) 
Anticorpo c-Src Merck Milipore (Burlington, MA, 
EUA) 
Anticorpo - primário  Cell Signalling Technology 
(Danvers, MA, EUA) 
Anticorpo - secundário  Novus Biologicals (Centennial, 
CO, EUA) 
 
